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Resumen y Abstract 
 
Resumen 
 
Convencionalmente, pérdidas grandes de tejido, aquellas que no se pueden suturar, se tratan con 
autoinjertos, provenientes del propio paciente, aloinjerto, tejidos compatibles de la misma especie, 
o xenoinjertos, provenientes de otras especies. Sin embargo, tienen problemas respecto a la 
disponibilidad, rechazo y transmisión de enfermedades. Por ello, la ingeniería de tejidos y la 
medicina regenerativa desarrollan terapias que reemplacen, restablezcan o mejoren las funciones 
de tejidos lesionados o perdidos, conjugando conocimientos de ingeniería y ciencias biomédicas. 
El uso de medios condicionados, secretados por células relacionadas con la reparación de la herida, 
surge como alternativa viable desde el punto de vista de manufactura, costos, manipulación y 
distribución. En este trabajo se cultivaron fibroblastos sobre soportes de colágeno I en un 
biorreactor tipo spinner, bajo dos condiciones diferentes de oxígeno (hipoxia y normoxia), 
proporcionando a las células el estímulo ambiental y soporte necesario para producir tejido 
artificial y secreción de factores de crecimiento y citoquinas relacionadas en el proceso de 
reparación de heridas. Estos factores fueron medidos junto con la producción de lactato y consumo 
de glucosa durante el cultivo, después de la formación del tejido artificial. Al revisar ambos medios 
se encontró que el medio producido bajo ambas condiciones presentaba secreción de proteínas 
proangiogénicas, provascularizantes, anti y pro inflamarorias, lo cual sugiere que poseen un perfil 
adecuado al esperado para cierre de heridas. 
 
Palabras claves: medio condicionado, soportes colágeno I, hipoxia, normoxia, fibroblastos 
de mucosa oral. 
 
Abstract 
 
Conventionally, when large portions of tissue are lost, those that cannot be sutured, are treated 
with autografts from patient, allografts, compatible tissues from the same specie, or xenografts, 
from other species. However, those have problems with availability, rejection and diseases 
transmission. Therefore, tissue engineering and regenerative medicine develop therapies to 
replace, reestablish or improve functions of lost or damage tissues, combining engineering and 
biomedical sciences knowledge. Usage of conditioned media, secreted by cells related to wound 
healing, emerges as a viable alternative from the manufacturing, cost, manipulation and 
distribution point of view. In this work fibroblasts were cultured on collagen I scaffolds in a spinner 
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bioreactor, under two different oxygen conditions (hypoxia and normoxia), providing the support 
and necessary environmental stimulation to cells, to produce artificial tissue and growth factor and 
cytokines secretion related to wound healing. These factors were measured along with lactate 
production and glucose consumption during culture, after artificial tissue formation. After 
analyzing the media, it was found that media produced under both conditions showed secretion of 
proangiogenic, provascular and anti and proinflammatory proteins, suggesting the adequate profile 
for wound healing. 
 
Key words: Conditionated media, collagen I scaffold, hypoxia, normoxia, oral mucosa fibroblasts. 
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Introducción 
Existen diferentes lesiones que involucran la pérdida de tejidos; su reemplazo se lleva a cabo mediante 
el cierre por primera o por segunda intención. En el cierre por primera intención se afrontan los bordes 
de la herida con suturas o se colocan injertos en el lecho de la herida (Cockbill, 2002; Enoch & Leaper, 
2005). El cierre por segunda intención se presenta cuando los bordes de las heridas no se pueden 
enfrentar mediante suturas y la recuperación del tejido obedece a un proceso en el que las células 
que migran desde los bordes de la herida al coágulo sanguíneo formado, se encargan de contraer la 
herida y reemplazar el coagulo por tejido cicatrizal con características diferentes a las del tejido 
original (Enoch & Leaper, 2005; Yannas, 2000a). 
 
El tratamiento convencional de las heridas que no se pueden suturar es el injerto de tejido propio 
(autoinjerto) o de tejidos compatibles de la misma (aloinjerto) u otras especies (xenoinjerto). El uso 
de autoinjertos está limitado por la disponibilidad de tejido propio y por la morbilidad del sitio 
donante. El uso de homo-injertos y xeno-injertos, está limitado por el rechazo inmunológico y el riesgo 
de transmisión de agentes infecciosos. Los sustitutos de tejido elaborados in vitro mediante ingeniería 
de tejidos, se han convertido en una fuente alternativa cuando los tejidos naturales son escasos 
(Yannas, 2000b). 
 
Cuando se usan como injerto, los tejidos artificiales deben ser biocompatibles; es decir, una vez se 
colocan en la herida deben interactuar con el lecho de la misma para permitir que se forme un tejido 
similar en morfología, elasticidad, tipo celular y función al que se desea reemplazar (Yannas, 2000b). 
 
El Grupo de Trabajo en Ingeniería de Tejidos (GTIT) de la Universidad Nacional de Colombia, estableció 
la metodología para obtener tejido artificial autólogo a partir de soportes tridimensionales de 
colágeno I sembrados con fibroblastos aislados de dermis y tejido conectivo oral. Nuestros estudios 
han demostrado que los sustitutos de tejido que elaboramos, secretan durante su cultivo 
quimoquinas, citoquinas y factores de crecimiento solubles que modulan procesos característicos de 
la cicatrización como angiogénesis, inflamación y remodelación de la matriz extracelular (Espinosa, 
2011). Debido a la necesidad de producir este tejido artificial en un volumen mayor al obtenido 
cuando se usan cajas de cultivo, el grupo desarrolló un biorreactor tipo spinner, patentado (Diaz, 
Arévalo, Fontanilla, & Moreno, 2010); el cual, posteriormente fue modificado (Nieto, 2008) y 
caracterizado (Casadiegos, 2010). El biorreactor, permite cultivar en condiciones controladas tejido 
conectivo oral artificial. 
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Los medios de cultivo provenientes de cultivos celulares incubados se han empleado para promover 
el crecimiento in vitro de células y tejidos, por contener todos los compuestos solubles secretados; 
estos medio, también son denominados medios condicionados o secretoma celular (Dowling & 
Clynes, 2011). El aumento en los reportes del uso terapéutico de medios condicionados observado en 
los últimos años, se ha fundamentado en la observación de que los efectos benéficos de las células 
madre, se deben a los compuestos que secretan en los sitios en que se aplican (Agocha, Lee, & Eghbali-
Webb, 1997; Jayaraman, Nathan, Vasanthan, Musa, & Govindasamy, 2013; Osugi et al., 2012). En la 
revisión bibliográfica hecha hasta el momento, no se encontraron reportes de análisis de medios 
condicionados provenientes de cultivos de tejido oral artificial realizados en un biorreactor tipo 
spinner, como el que nuestro grupo desarrolló. 
 
Teniendo en cuenta que varios autores han reportado que los medios provenientes de cultivos de 
distintos tipos celulares, en hipoxia y normoxia, tienen composiciones significativamente diferentes 
(Agocha et al., 1997; Berse et al., 1999; Jun et al., 2014; Sheikh et al., 2000; Siddiqui et al., 1996), este 
trabajo se propuso analizar las diferencias en composición de los medios condicionados obtenidos de 
cultivos de tejido conectivo oral artificial en un biorreactor tipo spinner, bajo dos concentraciones 
diferentes de oxígeno, para ello se determinaron y cuantificaron los compuestos solubles secretados 
usando un biosensor óptico de plasmones de resonancia de superficie – SPR Biacore®. 
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1. Marco Teórico 
 
1.1 Ingeniería de Tejidos y Medicina regenerativa 
Convencionalmente, pérdidas grandes de tejido, aquellas que no se pueden suturar, se tratan con 
autoinjertos, provenientes del propio paciente, aloinjerto, tejidos compatibles de la misma especie, 
o xenoinjertos, provenientes de otras especies. Los primeros generan morbilidad en el sitio 
donante y tienen como limitante la cantidad de tejido disponible para el injerto; los segundos, 
provenientes de cadáveres, pueden originar rechazo y los últimos también transmiten agentes 
infecciosos. 
 
Para tratar las pérdidas de tejido, la ingeniería de tejidos desarrolla órganos y sustitutos tisulares 
biocompatibles y biodegradables que reemplacen, restablezcan o mejoren las funciones de tejidos 
lesionados o perdidos, conjugando conocimientos de ingeniería y ciencias biomédicas (Lanza, 
Langer, & Agrawal, 2007; Yannas, 2000a). Con tal fin, se han utilizado injertos construidos in vitro 
con soportes biodegradables y células (que pueden o no provenir de los tejidos del área que se 
desea remplazar); así como, soportes sin células que una vez colocados en el cuerpo son poblados 
y remodelados por las células de los tejidos vivos circundantes (Ahlfors & Billiar, 2007). En el caso 
del Grupo de Trabajo en Ingeniería de Tejidos, se han producido in vitro tejidos artificiales con 
soportes de colágeno tipo I y fibroblastos aislados de las zonas en las que se usan (Espinosa, 2011). 
 
Las estrategias terapéuticas más empleadas por la ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa, 
son el uso de soportes o matrices sin células naturales o artificiales que actúan como sustitutos sin 
células del tejido conectivo; los cultivos (mono- o co-cultivos) tridimensionales de células en 
soportes o matrices que después de su incubación producen tejido; los cultivos de láminas 
celulares; la terapias celulares basadas en la aplicación directa de células (madre o trocales, 
progenitoras y diferenciadas), en la zona tratada; la aplicación directa o mediante el uso de 
sistemas de liberación de factores puros (factores de crecimiento, citoquinas, quimoquinas, etc), 
factores presentes en medios condicionados o en el plasma rico en plaquetas. En general, los 
componentes principales de estas estrategias son los soportes, las células, combinaciones de 
células con soportes y factores con actividad auto y paracrina secretados por estas. 
 
Marco Teórico  4 
 
 
Por otra parte, la medicina regenerativa es considerada como un área multidisciplinaria en la que 
confluyen saberes provenientes de campos diversos como ingeniería de tejidos, medicina de 
trasplantes, biomateriales, ciencias biológicas, ciencias básicas e ingenierías. En ella confluyen la 
ingeniería de tejidos, la terapia celular y muchas otras disciplinas científicas, que tienen como 
propósito inducir la regeneración de órganos y tejidos con componentes bioactivos. 
 
Cómo ya se mencionó, la ingeniería de tejidos construye órganos y tejidos a partir de soportes, 
células y señales fisicoquímicas del ambiente (medios de cultivo, lecho de la herida, etc.). El 
recipiente en donde se lleva a cabo el cultivo de células y tejidos in vitro se denomina biorreactor. 
La ingeniería de tejidos ha hecho uso de varios tipos de biorreactores para la obtención de tejido 
artificial a partir de soportes biocompatibles y células (Lanza et al., 2007). Estos son elaborados con 
materiales biocompatibles y están diseñados para promover la adhesión de las células y permitir el 
intercambio de gases con el ambiente requerido para que las células puedan vivir. Existen 
biorreactores estáticos y biorreactores dinámicos producto de la adecuación de sistemas de cultivo 
en batch tradicionalmente empleados para el cultivo de microorganismos (Martin, Wendt, & 
Heberer, 2004). 
 
En el grupo de los biorreactores estáticos se encuentran las cajas de cultivo de diferentes tamaños, 
hechas de materiales que promueven la adhesión celular a la superficie de cultivo. 
Tradicionalmente empleadas para el cultivo de células eucariotas, requieren de incubadoras que 
proporcionen el ambiente necesario para mantener la concentración de oxígeno, la temperatura y 
el pH que las células demandan para su crecimiento. Las cajas de cultivo, por el espacio que ocupan 
en una incubadora, limitan la cantidad de tejido que se puede obtener en un periodo de tiempo; 
además, por ser incubadas estáticamente no aseguran el intercambio homogéneo de nutrientes 
en el soporte sembrado con las células. En los últimos 15 años, se ha acudido al uso de 
biorreactores agitados con el fin de mantener un ambiente dinámico controlado bioquímica y 
mecánicamente que mejore la siembra, el crecimiento, la distribución celular y la deposición de la 
Matriz extracelular (MEC) (Lanza et al., 2007; Pörtner, Nagel-Heyer, Goepfert, Adamietz, & 
Meenen, 2005). Aunque todavía hay inconvenientes tecnológicos que deben superarse, sobre todo 
cuando se usan células anclaje dependiente, la manufactura de tejido artificial, la obtención de 
factores de crecimiento puros y la elaboración de medios condicionados, se pueden beneficiar con 
el uso de biorreactores que ayuden a escalar su producción. 
 
Medios Condicionados 
Los medios condicionados son productos que pueden inducir regeneración; por eso, su aplicación 
para el tratamiento de lesiones de tejidos y órganos es una de las aproximaciones terapéuticas de 
la medicina regenerativa. Son los medios provenientes de cultivos celulares, que han sido filtrados 
en condiciones de esterilidad para obtener una solución de los compuestos solubles secretados por 
las células o tejidos cultivados. También conocidos como secretoma celular (Dowling & Clynes, 
2011), contienen metabólitos, enzimas, factores de crecimiento, citoquinas, quimoquinas, 
proteínas de MEC, remodeladores de la MEC y hormonas u otros mediadores solubles, 
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fundamentales para procesos de crecimiento celular, diferenciación, invasión y angiogénesis por 
regular interacciones célula-célula y célula-MEC (ATCC, 2009; Dowling & Clynes, 2011; Riordan & 
Paz, 2012). 
 
Los medios condicionados producidos por diferentes tipos de células madre, se han empleado 
preclínica y clínicamente para inducir la regeneración de zonas del cuerpo lesionadas o perdidas 
(Agocha et al., 1997; Jayaraman et al., 2013; Linero, 2012; Osugi et al., 2012). Existe una patente 
de medios condicionados terapéuticos que reclama su utilidad en el tratamiento de enfermedades 
degenerativas, autoinmunes, inflamatorias y condiciones neurológicas (Riordan & Paz, 2012). 
También, se ha reportado el efecto positivo de su aplicación en pérdidas de continuidad de la piel 
(Jun et al., 2014). Otro uso de los medios condicionados es el de promotores del crecimiento de 
líneas celulares y células primarias. Otros autores han evaluado el efecto que factores solubles 
secretados por fibroblastos gingivales tiene en la diferenciación de las células dendríticas (Séguier 
et al., 2013); así como, el resultado de adicionar medio condicionado de mucosa oral en la 
reorganización de la matriz extracelular en un modelo de contracción de herida (Stephens, Davies, 
al-Khateeb, Shepherd, & Thomas, 1996).Centros de referencia de recursos biológicos tan 
importantes como la American Type Culture Collection (ATCC), tienen una sección dedicada a la 
producción de medios condicionados certificados que se distribuyen mundialmente (ATCC, 2009). 
 
Los biorreactores diseñados para el cultivo de células eucarióticas, anclaje dependientes o no, 
permite la producción en gran escala de medios condicionados en condiciones controladas, que 
disminuyen la variabilidad entre lotes. El biorreactor elaborado y patentado por nuestro grupo, se 
permite obtener medios condicionados a diferentes temperaturas y con diferentes condiciones de 
aireación del medio de cultivo. 
 
1.2 Soportes 
En la producción de tejido artificial, se usan soportes tridimensionales porosos que induce a las 
células sembradas a que los recambien y produzcan tejido in vitro (O'Brien et al., 2007). 
Químicamente deben ser biodegradables, biocompatibles y promover la adhesión celular, para 
permitir su remodelación y sustitución. Los soportes porosos de colágeno de fuentes heterólogas 
(animales) son los más usados (Imaizumi, Asahina, Moriyama, Ishii, & Omura, 2004; Moriyama et 
al., 2001; Sauerbier, Gutwald, Wiedmann-Al-Ahmad, Lauer, & Schmelzeisen, 2006), ya que el 
colágeno es un componente natural de los diferentes tejidos (Alberts et al., 1994) y un substrato 
para el crecimiento y diferenciación de varios tipos de células animales (Brinckmann, Notbohm, & 
Müller, 2005). Además, el colágeno animal presenta muy baja respuesta inmunológica en humanos 
debido a que su secuencia de aminoácidos es altamente conservada en los mamíferos. Otros 
materiales de uso frecuente son los polímeros sintéticos biodegradables del ácido poliglicólico, 
ácido poliláctico y sus copolímeros (Lanza et al., 2007). La membrana amniótica y la dermis acelular 
deepidermizada, también se usan en diferentes aplicaciones (Izumi, Takacs, Terashi, & Feinberg, 
1999; Ophof, van Rheden, Von den, Schalkwijk, & Kuijpers-Jagtman, 2002). Hasta el momento, los 
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tejidos conectivos artificiales que han sido desarrollados y aplicados pre-clínica y clínicamente se 
elaboran con el tipo de célula más abundante y funcionalmente más importante del tejido 
conectivo natural: el fibroblasto. Durante el crecimiento de fibroblastos in vitro, no solo se debe 
tener en cuenta el soporte utilizado, sino el medio de cultivo, ya que se busca que las condiciones 
se asemejen tanto como sea posible a las condiciones fisiológicas. 
 
1.3 Nutrientes en el medio 
La mayoría de los medios para el cultivo de células animales contienen glucosa como principal 
fuente de energía, la cual por la ruta de la glicólisis se convierte en piruvato. El piruvato, a su vez, 
puede ser convertido en lactato que se acumula u oxaloacetato que entra al ciclo del ácido cítrico 
para finalmente ser oxidado a dióxido de carbono (CO2) y agua. La acumulación de lactato en el 
medio, por ejemplo en el caso de células embriónicas y transformadas, implica que el ciclo del ácido 
cítrico puede no estar funcionando completamente, lo cual muestra que gran parte de la fuente de 
carbono utilizada por la célula se deriva de la glutamina en vez de la glucosa (Freshney, 2005). 
 
Los aminoácidos esenciales, es decir, aquellos no sintetizados por el organismo, son agregados al 
medio de cultivo, según el requerimiento nutricional del tipo celular. Por ejemplo, se suplementa 
glutamina debido a que es requerida por la mayoría de las células, aunque algunas líneas celulares 
la utilizan para producir glutamato, el cual usan como fuente de energía y carbono. La glutamina 
se oxida a glutamato, el cual entra al ciclo del ácido cítrico por la transaminación a alfa-
cetoglutarato; si la glutamina se deamina esta tiende a producir amonio, el cual es tóxico para la 
célula y puede limitar su crecimiento. En el medio de cultivo también son utilizados antibióticos, 
con el fin de reducir la frecuencia de contaminación (Freshney, 2005). 
 
Las hormonas y factores de crecimiento no siempre se especifican en las fórmulas de los medios, 
aunque estos son frecuentemente agregados en sueros complejos, es decir, sin fórmula química 
definida, los cuales contienen grandes cantidades de proteínas para promover la proliferación 
celular. Los sueros comúnmente usados, por ejemplo el suero fetal bovino (SFB), también son ricos 
en nutrientes y metabolitos, además de contener grandes cantidades de aminoácidos. Parte de la 
estimulación debida al suero se da por la presencia de factores de crecimiento como el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas, de crecimiento transformante, epidermal, de fibroblastos y 
endotelial (Freshney, 2005). Además de lo ya mencionado, los medios de cultivo celular tiene 
pequeñas cantidades de minerales, para mantener la osmolaridad del medio, servir de buffer y 
como parte del requerimiento nutricional celular. 
 
El oxígeno es fundamental en el metabolismo de las células aeróbicas (Volkmer et al., 2008), debido 
a que actúa como el aceptor final de electrones durante la respiración aeróbica, ya su 
concentración dependen mecanismos celulares como la respiración, la proliferación celular, la 
apoptosis y el metabolismo de la glucosa (Tandara & Mustoe, 2004; Volkmer et al., 2008). La 
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concentración de oxígeno disponible para consumo celular en los distintos tipos de tejidos 
influencia procesos de diferenciación y pueden afectar la producción celular (Balin & Pratt, 2002). 
Los sustitutos tisulares desarrollados In vitro carecen de vasculatura; por lo cual, la difusión de 
gases, nutrientes y desechos puede ser limitante de su crecimiento. La baja difusión y solubilidad 
del oxígeno y su alto consumo celular (más alto que el de la glucosa), limita su disponibilidad In 
vitro. En consecuencia, durante el cultivo estático la baja transferencia de oxígeno es una condición 
común en las regiones de los soportes distantes de la superficie. Para superar esta limitación del 
cultivo estático, los biorreactores agitados fueron introducidos para cultivar dinámicamente 
diferentes tipos de sustitutos de tejidos (Volkmer et al., 2008). Estos dispositivos permiten 
controlar la transferencia de masa del soporte al medio de cultivo y viceversa, con lo cual mejoran 
la entrada de nutrientes y la salida de desechos del microambiente celular (Arevalo & Diaz, 2005). 
 
1.4 Biorreactores 
Un biorreactor es un sistema cerrado en el que se desarrollan procesos biológicos y/o bioquímicos 
bajo condiciones operativas y ambientales controladas (Martin et al., 2004). Ofrece condiciones 
que mejoran la transferencia de masa de los tejidos permitiendo mejorar la densidad y distribución 
celular dentro de los soportes; así como la estructura y algunas propiedades e integridad de los 
tejidos construidos (Freed et al., 2006). 
 
Los biorreactores son usados en fermentación industrial, tratamiento de aguas, procesamiento de 
comida, desarrollo de tejidos artificiales, medio condicionado y producción de fármacos y proteínas 
recombinantes (Bauwens et al., 2007; Martin et al., 2004). Son ejemplos de biorreactores usados 
en ingeniería de tejidos, aquellos que se encuentran en el Anexo A. 
 
En cuanto a la producción de medio condicionado basado en biorreactores, se han visto varias 
ventajas (Bauwens et al., 2007): 
 Condiciones de medio completamente controladas lo que minimizaría las variaciones entre 
lotes. 
 Cantidad de CM generado lo suficientemente alta para permitir procesos de cultivo 
escalado a gran escala. 
 Examen regular de varios parámetros, como concentración de glucosa, lactato, amonio y 
lactato de-hidrogenasa pueden ser examinados en intervalos regulares. 
 
El reactor utilizado en nuestro laboratorio es un biorreactor tipo spinner (Arevalo & Diaz, 2005), 
por lo cual nos centraremos en discutir sus características. 
 
Biorreactor tipo Spinner desarrollado por el GTIT 
Es un recipiente cilíndrico provisto de dos boquillas laterales, por las cuales se introduce y se cambia 
el medio de cultivo. Dentro del recipiente y fijadas a la tapa del biorreactor, se encuentran las 
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columnas, las cuales sostienen las bandejas donde se colocan los soportes para el cultivo de los 
tejidos (Castro, 2009). La agitación la provee un agitador magnético sujeto a la tapa del biorreactor 
que gira a 60 RPM; mientras que la aireación, es proporcionada por una columna de burbujeo que 
suple una mezcla de aire enriquecido con CO2 (Casadiegos, 2010). Por su diseño, este biorreactor 
puede ser operado independientemente de una incubadora para cultivo celular en condiciones de 
temperatura, aireación y agitación controladas. 
 
 
Figura 1-1.Esquema biorreactor tipo Spinner. Modificado de Díaz (Diaz Quiroz, 2008). 
 
Debido a los esfuerzos de corte que proporciona el agitador, el flujo dentro del biorreactor es 
turbulento (Castro, 2009), esto evita la formación de aglomerados celulares y permite una mejor 
distribución celular a través del soporte. 
 
La combinación de biorreactores, soportes y señalización son ciertamente el centro de todas las 
estrategias utilizadas en ingeniería de tejidos (Freed et al., 2006). 
 
1.5 Tejido conectivo 
Los tejidos encontrados en los vertebrados se clasifican en cuatro tipos: nervioso, muscular, 
epitelial y conectivo. Este último tiene como función proporcionar resistencia y sostén a los tejidos, 
función que realiza gracias a las sustancias intercelulares fibrosas (Fawcett, 1995), e intervenir en 
el intercambio de elementos nutritivos, metabolitos y productos de desecho entre los tejidos y el 
sistema circulatorio (Alberts et al., 1994). 
El tejido conectivo está compuesto por células y por matriz extracelular. Las proteínas de colágeno 
son el mayor constituyente de la matriz extracelular, mientras que los tipos celulares presentes en 
el tejido conectivo son principalmente: fibroblastos, macrófagos, histocitos, mastocitos (células del 
sistema inmune) y células endoteliales (constituyen los canales vasculares y linfáticos) (Peckham, 
2003). 
La matriz extracelular (MEC) constituye la red de compuestos que soporta y conecta a las células. 
Además de determinar la orientación y el crecimiento celular, mantiene la diferenciación de las 
células y sirve de andamiaje para la renovación ordenada del tejido. La MEC determina el 
microambiente tisular, protege a las células de influencias mecánicas perjudiciales, media la 
Marco teórico  9 
 
 
transmisión de diferentes tipos de señales (químicas, mecánicas, etc) y permite la captura y 
almacenamiento de moléculas reguladoras solubles en procesos modulados por la unión reversible 
de estos a los componentes de la matriz (Ambrosio, Netti, & P., 2002; Schuppan et al., 1998) 
 
Las proteínas más abundantes de la matriz extracelular hacen parte de la familia del colágeno. Los 
colágenos son componentes estructurales de todos los tejidos conectivos; se encuentran en el 
parénquima de los órganos, contribuyendo con su estabilidad e integridad estructural (Fawcett, 
1995). A esta familia pertenecen un gran número de moléculas con diversas propiedades 
estructurales. En los mamíferos se conocen 28 tipos de colágeno; siendo el más común, el colágeno 
tipo I. 
 
La familia de proteínas del colágeno se caracteriza por poseer un módulo estructural básico de 
triple hélice conformado por tres cadenas polipeptídicas (van Kampen & Zijlstra, 1983). Los 
colágenos se clasifican en los siguientes grupos: Colágenos fibrilares, de membrana basal, 
microfibrilares, fibrilares de anclaje, formadores de redes hexagonales, asociados a fibrilares 
(FACIT), transmembranales y multiplexinas (Gelse, Poschl, & Aigner, 2003). 
 
El colágeno tipo I es la proteína extracelular más abundante de los tejidos de los animales 
vertebrados. Constituye cerca del 90% de la masa orgánica del hueso y es el principal colágeno de 
los tendones, ligamentos, córnea y tejidos conectivos intersticiales (Tettamanti et al., 2005). Es un 
heterotrímero constituido por dos cadenas α1 y una cadena α2 (Fawcett, 1995), sintetizadas en el 
retículo endoplásmico rugoso como propéptidos. Es sintetizado por fibroblastos y osteoblastos que 
lo secretan al espacio extracelular como procolágeno. Los extremos amino y carboxi terminal del 
procolágeno, conocidos como propéptidos C y N, tienen un papel importante en la formación de la 
triple hélice. El procolágeno una vez secretado, es procesado a colágeno por proteasas específicas 
encargadas de escindir los propéptidos de los extremos N y C que flanquean el dominio constituido 
por la triple hélice. Las moléculas procesadas se ensamblan para formar las fibrillas que se asocian 
en las fibras de colágeno (Bilezikian, 1996). Las cadenas alfa del colágeno y los fragmentos de 
péptidos derivados de colágeno inducen migración quimotáctica de fibroblastos humanos in vitro 
(Chiang, Postlethwaite, Beachey, Seyer, & Kang, 1978). 
 
Fibroblastos 
Los fibroblastos son células de origen mesenquimal que juegan un rol importante en las 
interacciones epiteliales-mesenquimales, secretando una gran cantidad de factores de 
crecimiento, citoquinas y quimoquinas que tienen efecto directo en proliferación epidermal, 
diferenciación, formación de matriz extracelular y tejido cicatrizal (Wong, McGrath, & Navsaria, 
2007). 
Aunque los fibroblastos de diferentes partes del cuerpo tienen morfología similar, estudios con 
microarreglos de DNA revelan que tienen diferentes perfiles de expresión de genes y características 
fenotípicas según el sitio específico en que se encuentren. Las citoquinas y factores de crecimiento 
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secretados inducen síntesis y secreción de tejido conectivo, promoviendo así la producción de 
colágeno y la proliferación de más fibroblastos (Wong et al., 2007). 
Los fibroblastos son los principales encargados de sintetizar los componentes de la matriz 
extracelular, formando una estructura de soporte alrededor de los tejidos y órganos, además de 
migrar y proliferar a la zona de cicatrización de las heridas (Aller, 2001). 
 
1.6 Reparación de heridas 
Se debe hacer una diferenciación importante, ya que al momento de presentarse una herida puede 
darse dos procesos: reparación y regeneración. La primera ocurre cuando el tejido de reemplazo 
es fibroso y muy diferente al original; la segunda, cuando el tejido de reemplazo es similar 
morfológica y funcionalmente. Que se presente reparación o regeneración cuando un tejido u 
órgano se daña, depende de factores como tipo de herida y el tipo de tejido. El propósito de aplicar 
los productos de ingeniería de Tejidos, es hacer que prevalezca la regeneración sobre la reparación 
durante la curación de un tejido u órgano lesionado. 
Tanto la reparación como la regeneración, resultan de una serie de eventos complejos, solapados 
y coordinados que involucran inflamación, división celular, migración celular y diferenciación de 
numerosos tipos celulares. Estos eventos son estrictamente regulados para restaurar la integridad 
estructural y funcional del tejido dañado (Bryan, Walker, Ferguson, & Thorpe, 2005). 
La liberación de citoquinas y mediadores inflamatorios al sitio de la herida son claves para el control 
del crecimiento celular, migración, diferenciación y prolifereación. Algunas evidencias sobre el rol 
de las citoquinas y factores de crecimiento está en que la ausencia o adición de muchos factores 
de crecimiento afectan la tasa de reparación del tejido (Bryan et al., 2005). 
 
1.6.1. Compuestos químicos que participan en el cierre de heridas 
Los procesos secuenciales armónicos que suceden durante la reparación de las heridas están 
regulados por factores secretados por las células que intervienen en estos, mediante diferentes 
vías de comunicación celular que se encargan de modular la migración, el crecimiento, la 
diferenciación y el metabolismo celular (González, 2011), La mayoría de ellos, de naturaleza 
proteica. Debido a que este trabajo se enmarca en el campo de la ingeniería de tejidos, en este 
trabajo se agruparon de acuerdo a su actividad sobre el cierre de heridas, en Angiogénicos (VEGF, 
VEGFR-2, Ang-2 y Tie-2, remodeladores de la MEC (IGF-I, bFGF, EGF y TGF-β1) y citoquinas anti y 
pro-inflamatorias (IL-4 y TNF-α1). 
 
Factores de Crecimiento 
Se denominan factores de crecimiento, debido que fueron descubiertos por su capacidad de inducir 
mitosis en diferentes grupos celulares (Lanza et al., 2007). Estas moléculas regulan el crecimiento, 
la diferenciación y el metabolismo por lo que se les atribuye un papel relevante en el desarrollo de 
tejidos artificiales o sustitutos tisulares (Lanza et al., 2007). 
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Citoquinas 
Son un gran número de proteínas pequeñas secretadas predominantemente por células del 
sistema inmune, que ejercen su acción sobre varios tipos de células y sirven como moléculas de 
señalización, mediando y regulando la respuesta inmune, inflamación y hematopoiesis. Juegan un 
rol importante en la reparación de las heridas una vez ocurre la lesión (Rumalla & Borah, 2001). Se 
dividen en dos tipos y se agrupan de acuerdo al efecto que tienen sobre el sistema inmune: i) tipo 
I que incluyen las interleuquinas, factores estimulantes de colonia, factores de necrosis tumoral, 
linfoquinas y hormonas; ii) tipo II que incluye a los interferones. 
 
Las citoquinas de la piel o la mucosa pueden tener función pro o anti inflamatorias, y la disfunción 
en el balance de citoquinas puede contribuir a enfermedades inflamatorias en estos sistemas. 
Las citoquinas proveen un sistema de comunicación célula-célula entre células adyacentes (efecto 
paracrino), células distantes (efecto endocrino) y efectos intercelulares (efecto autocrino) 
(Feliciani, Gupta, & Sauder, 1996). 
 
Quimoquinas 
Son una familia de pequeñas citoquinas, con la habilidad de inducir migración debida a un gradiente 
químico dirigido, fenómeno conocido como quimiotaxis. Algunas quimoquinas son consideradas 
pro-inflamatorias, por funcionar como mediadores potentes de la inflamación al reclutar y activar 
subpoblaciones específicas de leucocitos e inducir la respuesta del sistema inmune; otras 
quimoquinas son consideradas homeostáticas, relacionadas con el tráfico de linfocitos, vigilancia 
inmunológica y localización de los linfocitos con antígeno en el sistema linfático y están 
involucradas en la migración celular durante los procesos normales de mantenimiento y desarrollo 
del tejido. Su clasificación viene dada por la posición relativa de sus residuos de cisteína (Laing & 
Secombes, 2004). 
 
A continuación se enuncian los factores y citoquinas que se analizaron en este trabajo, explicando 
su principal efecto, según fuentes bibliográficas. 
 
Tabla 1.1. Factores de crecimiento, citoquinas y receptores estudiados en la tesis 
Factor de 
crecimiento 
Secretado por Función 
Ang-2: 
Angiopoyetina
-2 
Células 
endoteliales, 
mesenquimales 
y de pulmón 
(Espinosa, 2011) 
Promueve altamente la angiogénesis y la desestabilización 
y maduración de vasos sanguíneos a partir de vasos pre-
existentes (Lobov, Brooks, & Lang, 2002). Promueve la 
remodelación de la lámina basal, proliferación y migración 
de células endoteliales y estimula la germinación de nuevos 
vasos sanguíneos en presencia de VEGF. En contraste 
promueve la muerte de células endoteliales y regresión 
capilar si la actividad endógena de VEGF está inhibida 
(Lobov et al., 2002). Es autoregulador y antagonista natural 
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Factor de 
crecimiento 
Secretado por Función 
de Tie-2. Relacionado con respuesta inflamatoria de TNF-α 
(Maisonpierre et al., 1997). 
EGF: Factor de 
crecimiento 
epidermal 
Secretado por 
plaquetas, 
fibroblastos, 
macrófagos y 
queratinocitos. 
Se encuentra en 
saliva, plasma, 
orina y otros 
fluidos del 
cuerpo. 
Presente en la mayoría de fluidos biológicos (Feliciani et al., 
1996). Se ha descrito como factor profibrótco. Promueve la 
reepitelización y formación de cicatriz; en los fibroblastos 
estimula la secreción de colagenasas (remodeladoras de la 
matriz extracelular (Espinosa, 2011). Es considerado factor 
estimulador de la angiogénesis, quimioatrayente y 
mitógeno de células ectodérmicas, mesodérmicas y 
endoteliales (Carpenter & Cohen, 1979). EGF y TNF están 
íntimamente ligados al desarrollo y diferenciación normal y 
aberrante de los tejidos y tumores, permitiendo una 
acelerada proliferación y diferenciación en los tejidos de 
piel y potenciando la carcinogénesis (Carpenter & Cohen, 
1979). 
FGF: Factor de 
crecimiento 
de 
fibroblastos 
Secretado por 
fibroblastos, 
mastocitos, 
macrófagos, 
queratinocitos, 
células 
endoteliales, 
mesenquimales 
y de músculo 
liso, condrocitos 
y osteoblastos. 
Se encuentra casi en todos los tejidos de origen 
mesodermal y neuroectodermal, y tumores derivados de 
esos tejidos (Sato & Rifkin, 1988). Mitógeno potente para 
células endoteliales (Ferrara, 2004), fibroblastos, 
queratinocitos (Feliciani et al., 1996), condrocitos, entre 
otros. Modula la formación de tejido de granulación, 
reepitelización, formación y remodelación de la MEC a 
través de la producción de proteasas (Sato & Rifkin, 1988). 
Tiene actividad proangiogénica al interactuar con varios 
receptores de superficie (Presta et al., 2005). 
IGF-I: Factor 
de 
crecimiento 
insulínico 
Secretado por 
hepatocitos 
(Grone, 2002), 
neutrófilos, 
macrófagos, 
fibroblastos, 
osteoblastos, 
condrocitos y 
miocitos 
(Espinosa, 
2011). 
Es un factor proangiogénico; su principal función en la piel 
es mitogenesis de queratinocitos y puede influenciar el 
crecimiento epidermal, además de la replicación de células 
epiteliales y mesenquimales (Feliciani et al., 1996; 
Trompezinski, Denis, Vinche, Schmitt, & Viac, 2002), 
principalmente fibroblastos y queratinocitos (Espinosa, 
2011). Se sabe que inhibe la apoptosis (Trompezinski et al., 
2002), estimula la síntesis de colágeno, glicógeno, proteínas 
y proteoglicanos esenciales para el metabolismo del tejido 
y la reepitelización (Espinosa, 2011). 
TGF-β: Factor 
de 
crecimiento 
transformante 
Beta 
Producido por 
muchas células 
neoplasicas y 
normales, 
incluyendo 
plaquetas, 
macrófagos, 
queratinocitos, 
Es un factor profibrótico, estimulando la síntesis de MEC y 
la disminución de su degradación (Chen et al., 2005) y 
estimulación prolongada de la bio-síntesis de tejido 
conectivo (gran producción de colágeno), de ahí que juegue 
un papel importante en la remodelación de la MEC 
(Trompezinski et al., 2002). Induce la proliferación de 
células mesenquimales no diferenciadas y migración de 
fibroblastos (Espinosa, 2011), Regula negativamente la 
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Factor de 
crecimiento 
Secretado por Función 
fibroblastos y 
linfocitos. 
reepitelización (Gurtner, Werner, Barrandon, & Longaker, 
2008). Aumentan la contracción de parte de los fibroblastos 
cuando los diferencia en miofibroblastos, aunque solo lo 
hace en matrices contraídas (Grinnell, 2003). 
VEGF: Factor 
de 
crecimiento 
vascular 
endotelial 
Secretado por 
plaquetas, 
fibroblastos, 
neutrófilos, 
macrófagos, 
células 
endoteliales y 
de musculo liso 
(Espinosa, 
2011). 
Expresado en 
grandes 
cantidades por 
células 
tumorales, 
queratinocitos 
activados y 
fibroblastos de 
dermis 
(Trompezinski et 
al., 2002). 
Citoquina con potente efecto mitógenico y promotor de la 
angiogénesis en cultivos tridimensionales In vitro e in 
vivo(Ferrara & Davis-Smyth, 1997). Su principal blanco son 
las células endoteliales, pero muchos estudios reportan 
efectos mitogénicos en otros tipos celulares (Ferrara & 
Davis-Smyth, 1997). In vitro, media procesos de 
quimiotaxis, proliferación y diferenciación de células 
endoteliales (Espinosa, 2011). 
Es un mediador de gran importancia en la reparación de 
heridas por su actividad angiogénica, asociado con la 
inflamación, invasión de tumores, permeabilidad y acción 
quimiotáctica de células inflamatorias. Su sobre-expresión 
lleva a lesiones hiperplasicas de la epidermis (Trompezinski 
et al., 2002). Ayuda en la formación de tejido de 
granulación. Su producción es influenciada por hipoxia y 
producción de ácido nítrico. 
Las angiopoyetinas regulan positivamente a este factor. Y 
en contraste, este factor puede convertir a Ang-2 en anti o 
pro inflamatoria dependiendo de las condiciones y factores 
acompañantes en el medio de cultivo (Lobov et al., 2002). 
VEGF, es esencial para el desarrollo normal vascular 
(Maisonpierre et al., 1997) 
Receptores 
VEGF-R2: 
Receptor 2 del 
Factor de 
Crecimiento 
Vascular 
Endotelial 
Su unión a VEGF media la angiogénesis y hemotopoyesis in vivo, así como el 
efecto mitogénico y aumento de la permeabilidad (Ferrara, 2004). Puede 
actuar como quimio-atrayente (Espinosa, 2011).Parece mediar casi todas las 
respuestas celulares involucradas con VEGF (Holmes, Roberts, Thomas, & 
Cross, 2007). Este receptor tiene isoformas solubles que contribuyen a la 
maduración y estabilización de vasos al mediar el “dialogo” entre las células 
endoteliales y las células murales (células vasculares del músculo suave) 
(Lorquet et al., 2010). Ha sido ampliamente relacionado con la angiogénesis 
de tumores y cánceres (Chatterjee et al., 2013). 
Tie-2: Receptor 2 
de la 
Angiopoyetina: 
Receptor de la superficie celular expresado principalmente en células 
endoteliales, involucrado en múltiples etapas de la angiogénesis (Eklund & 
Olsen, 2006). La modulación de su actividad por sus ligandos de 
angiopoyetina es crucial para angiogénesis, maduración de vasos sanguíneos 
e integridad del endotelio vascular (Lobov et al., 2002). Depende tanto de 
las angiopoyetinas como de otros factores de crecimiento como VEGF 
(Ahlfors & Billiar, 2007; Lobov et al., 2002). En algunos estudios in vivo, se ha 
observado que la Angiopoyetina-2 actúa como antagonista natural de este 
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Factor de 
crecimiento 
Secretado por Función 
receptor, llegando a afectar los procesos angiogénicos (Maisonpierre et al., 
1997). 
Citoquinas 
Pro-inflamatorias  
TNF-α: Factor de 
Necrosis Tumoral 
Alfa 
Secretado por 
neutrófilos, 
macrófagos y 
monocitos. 
Citoquina proinflamatoria, que participa en la fases 
de inflamación, reepitelización, reclutamiento y 
maduración del componente celular inflamatorio 
en el cierre de heridas, además de ser 
quimiotáctica para neutrófilos. Incrementa la 
permeabilidad y la proliferación vascular. 
Promueve eventos celulares metabólicos que 
contribuyen a suplir los nutrientes y la síntesis de 
proteínas esenciales en la reparación de heridas 
(Trompezinski et al., 2002). Es regulado por Ang-2 
porque actúa como regulador autocrino sobre 
células endoteliales (Fiedler et al., 2006). 
Anti-inflamatorias  
IL-4: Interleuquina 4 Producida por 
basófilos, linfocitos 
T activados y 
macrófagos. 
Citoquina considerada anti-inflamatoria que 
modula la producción de colágeno y parece jugar 
un papel importante en patologías de 
enfermedades fibróticas. En el caso de la artritis 
reumatoide parece exhibir una actividad 
antiinflamatoria al inhibir la producción de muchas 
citoquinas proinflamatorias como TNF-α (Feghali & 
Wright, 1997). 
Por dicha actividad anti-inflamatoria se la 
considera un modulador importante del sistema 
immune, y según reportes, agente antitumoral 
activo y potente inhibidor de la angiogénesis. 
Sobre los fibroblastos de piel ejerce efectos 
opuestos en la síntesis de colágeno y a veces 
proteoglicanos, aunque por si sola IL-4 es tan 
potente activador de la producción de colágeno 
como TGF-β (Trompezinski et al., 2002). 
 
1.6.2. Rol del oxígeno 
Se han definido tres condiciones fisiológicas de concentración de oxígeno: hipoxia, normoxia e 
hiperoxia. La hipoxia se define como un estado causado por bajas concentraciones de oxígeno en 
la sangre de organismos superiores o en los medios de cultivo In vitro de células, tejidos y órganos 
(Ebbesen et al., 2000). Normoxia es el estado alcanzado por la sangre de los organismos superiores 
y por las células, tejidos y órganos cultivados In vitro en la concentración en que se encuentra el 
oxígeno atmosférico (20%). Hiperoxia, hace referencia a las condiciones alcanzadas por los seres 
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vivos a concentraciones de oxígeno más altas que la concentración del 20% en condiciones 
atmosféricas normales (Ebbesen et al., 2000) (Siddiqui et al., 1996). 
Durante la reparación se incrementa la demanda de oxígeno debido a la ocurrencia de proliferación 
celular y síntesis de matriz extracelular. Sin embargo, un estado de hiperoxia induce estrés 
oxidativo y puede resultar tóxico aunque parte de éste estrés permita que los polimorfonucleares 
produzcan superóxidos esenciales para matar bacterias (Balin & Pratt, 2002). Por otro lado, algunos 
autores reportan que mantener tensiones de oxígeno muy bajas en el fluido de una herida 
promueve su curación (Balin & Pratt, 2002). Aunque la proliferación de varios tipos de células se 
incrementa, junto con la síntesis de procolágeno por parte de los fibroblastos, cuando la 
concentración de oxígeno es baja (crónica), esta resulta muy dañina. In vitro se ha demostrado que 
bajo condiciones de hipoxia crónica, se puede generar un ambiente potencialmente letal para 
fibroblastos de la dermis humana aún en cultivos tridimensionales (Siddiqui et al., 1996; Volkmer 
et al., 2008). Alternativamente, también se puede potenciar la producción de componentes 
específicos de la matriz extracelular e incrementar la angiogénesis (Malda, Klein, & Upton, 2007). 
En heridas isquémicas (hipoxia crónica) se ha observado la acumulación de productos de desecho 
que interfieren en el metabolismo celular en las interfaces celulares (Balin & Pratt, 2002). 
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2. Hipótesis 
El perfil de secreción de tejido conectivo artificial cultivado dinámicamente usando dos 
concentraciones de oxígeno en el medio, es diferente. 
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3. Objetivos 
 
3.1 Objetivo General. 
Establecer y comparar el perfil de secreción de factores de crecimiento y citoquinas durante la 
producción de tejido conectivo artificial en un biorreactor tipo Spinner, bajo dos concentraciones 
de oxígeno. 
 
3.2 Objetivos específicos: 
 Producir tejido artificial bajo dos concentraciones de oxígeno en un biorreactor tipo 
Spinner y evaluar el consumo de glucosa y producción de lactato de estos tejidos. 
 Detectar la secreción de factores de crecimiento y citoquinas durante la producción de 
tejidos artificiales a dos concentraciones de oxígeno. 
 Comparar la secreción de factores de crecimiento y citoquinas en el medio de cultivo de 
los tejidos artificiales obtenidos bajo las dos condiciones de cultivo dinámico empleadas. 
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4. Metodología 
4.1 Experimentación 
4.1.1. Obtención de tejido artificial 
Los soportes de colágeno I, necesarios para la obtención de tejido artificial, fueron elaborados usando 
colágeno aislado de fascia bovina, de acuerdo con el protocolo desarrollado por el grupo (Suesca, 2013), 
siguiendo el diagrama de flujos presentado en la Figura 4-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4-1. Esquema general del procedimiento seguido para la obtención de soportes de colágeno I. 
 
Para obtener el tejido artificial, los soportes fueron sembrados con fibroblastos provenientes de mucosa 
oral de conejo macho raza Nueva Zelanda; aislados y cultivados según procedimientos descritos por el 
grupo (Espinosa L., et al., 2010). La población celular necesaria para la siembra en el biorreactor fue 
obtenida haciendo dos o tres subcultivos a partir del cultivo primario en cajas de cultivo T75 (Corning®), 
usando medio DMEM alto en glucosa (Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado con 10% Suero Fetal 
Bovino, 1% Penicilina/Estreptomicina (100 UI-100 μg/mL), 1% Anfotericina Beta (100 μg), 1% Fungizona, 
1% Aminoácidos no esenciales, 1% Vitaminas, 1% Piruvato de sodio, 1% Gentamicina (Genfar). 
•Limpiar y cortar en trozos pequeños fascia 
bovina
•Lavar con etanol al 70%
Pre-procesamiento
•Suspender en ácido acético [0.5M] y 
centrifugar.
•Neutralizar con NaOH [5M]
Tratamiento ácido y básico
•Homogenizar
•Precipitar y lavar
Purificación
•Determinar concentración.
•Llevar a concentración [5mg/mL]
Cuantificación
•Verter en moldes.
•Congelar y liofilizar.
Elaboración de soportes
•Entrecruzar con glutaraldehido 0.02%
•Lavar y iofilizar
Entrecruzamiento
•Esterilizar con oxido de etileno
•Airear 24 horas
Esterilización
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Una vez alcanzada la densidad celular necesaria para producir el tejido artificial que iba a colocarse en el 
reactor, los fibroblastos fueron incubados durante 2 días (5% CO2 a 37oC) en Medio Inicial (MI) (Ver Tabla 
4.1), para adaptarlos al medio a emplear los 7 primeros días en el biorreactor. Luego se tripsinizaron, se 
contaron en Cámara de New Bauer usando una tinción vital y se sembraron (ρsiembra = 3.12x105 
células/cm2), en soportes de colágeno I pre humedecidos por 24 horas con MI siguiendo metodología 
previamente establecida por el grupo (Bustos, Suesca, Millan, Gonzalez, & Fontanilla, 2013). Se permitió 
adhesión celular al soporte por 48 horas. 
 
 
4.1.2. Cultivo dinámico 
Etapa I: Elaboración de tejido artificial 
Pasadas las 48 horas de interacción de los fibroblastos con el soporte de colágeno en el cultivo estático, 
se trasladó al biorreactor para incubar (370C) en medio MI en condiciones de normoxia obtenidas 
burbujeando en el medio la mezcla de gas para la condición de normoxia descrita en la Tabla 4.1. Después 
de incubar durante 7 días, se retiró el medio MI y el biorreactor con todo su contenido se lavó con PBS 
suplementado con antibióticos. 
Etapa II: Secreción 
Finalmente, se adicionó medio de producción de medio condicionado (MP), se continuó en condiciones 
de normoxia o se cambió la mezcla de gas para la condición de hipoxia y diariamente durante este último 
periodo de incubación de 7 días, se tomaron alícuotas para los análisis de detección y cuantificación de 
los factores secretados al medio por el tejido conectivo artificial; además del consumo de glucosa y 
producción de lactato. 
En condición de hipoxia se mantuvo una saturación de oxígeno entre el 25% y el 13% (Mettler Toledo, 
M300) respecto a la mezcla de normoxia. Esto con el fin de evitar la muerte celular por baja saturación de 
oxígeno, producción de metabolitos indeseados por estrés hipóxico o llegar a hipoxia extrema, cercana a 
anoxia, donde comúnmente se notan problemas y producción de metabolitos no compatibles con la 
reparación tisular (Sen, 2009). 
 
Tabla 4.1. Composición de los medios y gases empleados para la obtención de tejido conectivo artificial en el 
biorreactor. 
Medio Inicial (MI) Advanced DMEM (Gibco, Grand Island, NY, USA). 
5% Suero Fetal Bovino 
1% Penicilina/Estreptomicina (100 UI-100 μg/mL) 
1% Anfotericina Beta (100 μg) 
1% Fungizona 
L- glutamina 
1% Aminoácidos no esenciales 
1% Vitaminas 
1% Piruvato de sodio 
1% Gentamicina (Genfar) 
Medio de Producción (MP). Advanced DMEM SIN suero fetal bovino 
1% Penicilina/Estreptomicina (100 UI-100 μg/mL) 
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1% Anfotericina Beta (100 μg) 
1% Fungizona 
L- glutamina 
1% Gentamicina (Genfar) 
1. Mezcla de gas condición 
normoxia 
Dióxido de Carbono 10% (Casadiegos, 2010) 
Oxígeno 20% 
Nitrógeno de balance 
2. Mezcla de gas condición 
hipoxia 
Dióxido de Carbono 10% (Casadiegos, 2010) 
Oxígeno 1% 
Nitrógeno de balance 
 
Con el fin de facilitar la visualización del procedimiento descrito anteriormente, se elaboró el diagrama de 
flujo correspondiente a la siembra de las células en los soportes de colágeno, la carga de los soportes, la 
puesta en marcha y operación del biorreactor (Figura 4-2). 
Figura 4-2. Procedimiento para cultivo en el biorreactor 
 
4.2 Observación microscópica 
4.2.1. Evaluación de la viabilidad celular mediante MTT: 
 
Para comprobar la viabilidad de las células en los tejidos conectivos artificiales obtenidos bajo las dos 
condiciones evaluadas de concentración de oxígeno, se hizo la prueba de MTT el último día de incubación 
del tejido en el biorreactor. Esta técnica consiste en agregar al tejido artificial obtenido en el biorreactor 
Cambio de MI, lavado con PBS, adición de MP, incubación durante 7 días en condiciones de normoxia o 
hipoxia. Toma diaria de alicuotas para análisis y cuantificación de compuestos en el medio
Carga del biorreactor con los soportes sembrados en MI (Tabla 4.1). Incubación durante 7 días en 
condiciones de normoxia, obtenidas burbujeando el medio de cultivo con la mezcla de gas descrita en la 
Tabla 4.1.
Incubación de soportes sembrados con las células en agitación durante 48 horas (95 rpm, 37oC, 5% CO2)
Tripsinización, conteo y siembra de fibroblastos en soportes pre-incubandos 24 horas en MI
Adaptación de los fibroblastos en MI.
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el compuesto 3-(4,5-dimetiltiazol- 2-il) 2,5 difenil bromuro de tetrazolium (MTT); el cual, al ser 
metabolizado en la mitocondria de las células vivas, se reduce a Formazan, una sal insoluble coloreada 
púrpura que se precipita. 
Para capturar las imágenes de estos ensayos, se utilizó un microscopio de luz (Nikon ECLIPSE 55i, Nikon, 
Japón) con una cámara digital adaptada al lente ocular (Digital sight DS-2Mv, Nikon, Japón), usando el 
lente objetivo 10x. 
La Figura 4-3 presenta el diagrama de flujo correspondiente al procedimiento empleado, el cual fue 
modificado de Suesca (Suesca, 2013) y adaptado a nuestros soportes. 
 
Figura 4-3.Procedimiento para utilizar MTT en el tejido artificial 
 
4.2.2. Presencia celular en el soporte y distribución celular 
 
CyQuant® 
Después de comprobar la viabilidad celular, los soportes cultivados fueron teñidos para observar la 
distribución celular a través del soporte, utilizando CyQuant® Cell Proliferation Assay Kit (Invitrogen), 
siguiendo las indicaciones del fabricante. Este reactivo al teñir el ADN celular, permite hacer cuantificación 
de ADN total; sin embargo, en este ensayo solo se usó para observar la distribución celular superficial 
inmediatamente se terminó el cultivo en el biorreactor, sin necesidad de fijar las células. Es necesario 
aclarar que esta técnica, aunque mide ADN total no permite diferenciar las células viables de las no viables. 
 
 
Otros fluorocromos 
En el último día de cultivo, de cada biorreactor se sacó un soporte de tejido artificial y se evaluó la 
distribución celular empleando los fluorocromos DAPI y Faloidina acoplado a Rodamina. DAPI emite 
fluorescencia azul (515nm) al unirse a las cadenas de ADN; mientras que la Faloidina conjugada con 
Rodamina emite fluorescencia de color rojo (565nm) y permite reconocer a la F-actina, constituyente de 
1
•Tomar tres muestras de tejido artifical de diferentes zonas del biorreactor, escogidas al azar.
•Tomar una muestra en la periferia y una muestra en el centro de cada tejido seleccionado (2 
por cada soporte, para un total de seis).
2
•Colocar las muestras en pozos indivuales de cajas de cultivo y cubrir con medio MEM sin rojo 
de fenol (Invitrogen, USA).
•Adicionar a cada pozo el MTT 12mM e incubar a 37°C en atmósfera húmeda con CO2 por 6h.
3
•Capturar las imágenes de las células teñidas en los soportes, con un microscopio de luz 
invertido (Nikon Eclipse TS100, Japan)
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los microfilamentos de actina en el citoesqueleto. La Figura 4-4 presenta el diagrama de flujo del 
procedimiento seguido durante la inmunotinción, el cual es una modificación del reportado por Suesca 
(2013). 
 
 
Figura 4-4. Esquema del procedimiento de tinción con fluorocromos (Modificado de Suesca, 2013) 
 
Después de ser inmunoteñidas, las muestras fueron observadas con un microscopio confocal (Nikon 
C1Plus ECLIPSE Ti), utilizando un lente objetivo de 10x. Las muestras fueron excitadas con láser diodo 17 
MW de 408 nm, laser Argón 50 MW de 488 nm y laser HeNe 1 MW de 543 nm. La captura de imágenes se 
realizó empleando el programa NIS Elements-F. Como control de la tinción se siguió el mismo protocolo 
para un soporte de colágeno tipo I, entrecruzado y sin sembrar. 
 
4.2.3. Medición de compuestos secretados por el tejido artificial en el medio 
 
Diariamente se tomaron muestras de 5 mL de medio de cultivo para evaluar el consumo de glucosa, la 
producción de lactato y la secreción de factores durante los últimos 7 días de incubación, con el propósito 
de seguir el metabolismo de las células cultivadas en los soportes cargados en el biorreactor, bajo las dos 
condiciones de aireamiento evaluadas: normoxia e hipoxia. 
 
4.2.3.1. Cuantificación de glucosa 
 
De las muestras tomadas, se utilizaron 15 uL para medir la concentración de glucosa con un glucómetro 
(Roche Glucotrend 2®), siguiendo las indicaciones del fabricante. Cada una de estas mediciones se hizo 
por triplicado. 
 
4.2.3.2. Cuantificación de lactato 
Muestras del último día de incubación bajo cada condición fueron cuantificadas empleando un método 
estandarizado previamente en el grupo (Diaz Quiroz, 2008), usando como patrones soluciones de lactato 
(Merck, Darmstadt) (50, 12.5 y 6.25mg/mL) y como blanco medio de cultivo DMEM (Gibco, Grand Island, 
1
•Fijar el tejido artificial con p-formaldehído 10%.
•Lavar con buffer de fosfatos (PBS) (pH 7,4).
2
•Permeabilizar las muestras con Triton X-100 al 0,2% en PBS con Albúmina Sérica Bovina (BSA) al
1% por 20 minutos.
•Lavar dos veces con PBS (10 minutos cada vez).
3
•Teñir con 30 nM DAPI (Invitrogen, USA), durante 20 minutos
• Teñir con 41.2 nM Faloidina conjugada con Rodamina (Invitrogen, USA), por 20 minutos.
4
•Retirar solución de tinción.
•Lavar consecutivamente seis veces con PBS, 20 min cada lavado, para disminuir el background en
las imágenes.
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NY, USA) sin suplementar. Para el análisis, se adicionó 1mL de solución de ácido tricloro acético [50g/L], a 
100μl de muestra proveniente del biorreactor. Se agitó en vórtex por 10 segundos, se centrifugó por 5 
minutos (2000RPM), el sobrenadante se retiró y se le adicionó 1mL de solución al 20% de sulfato de cobre 
pentahidratado. Después de completar a 10mL con agua destilada y adicionar 1 gramo de hidróxido de 
calcio en polvo, se incubó por 30 minutos y se centrifugó a 2000RPM por 5 minutos. Para realizar la lectura, 
se siguieron los siguientes pasos: 
 
 Adicionar 0.05mL de solución de sulfato de cobre pentahidratado al 4% a 1mL de sobrenadante. 
 Adicionar 6 mL de ácido sulfúrico concentrado. 
 Poner en un baño de agua hirviendo por 5 minutos e inmediatamente enfriar en agua. 
 Adicionar 100 µL de solución de 4-fenilfenol preparado al 1.5% en NaOH (0.5%). 
 Poner en baño maría a 30°C por 3 minutos. 
 Poner en baño de agua hirviendo por 90 segundos e inmediatamente enfriar en agua. 
 Leer la absorbancia de la muestra en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 560nm. 
 
4.3 Cuantificación de factores de crecimiento y citoquinas secretados al medio 
 
Cuantificación utilizando un biosensor óptico  
 
Los factores secretados por los tejidos cultivados en el biorreactor, fueron detectados y cuantificados con 
un biosensor óptico de plasmones de resonancia de superficie – SPR Biacore® Pharmacia usando chips 
tipo CM5, siguiendo el procedimiento incluido en el diagrama mostrado en la Figura 4-5. Antes de realizar 
estas determinaciones, se elaboraron las curvas patrón con datos provenientes de ensayos de unión 
llevados a cabo con patrones de los factores a evaluar (EGF, VEGF, IL-4, TGF-ß1, TNF-α, Ang-2, FGF, Tie-2, 
IGF-I y VEGF-R2), siguiendo procedimientos establecidos por el grupo (Bustos et al., 2013). En los ensayos 
de unión se usó HBS (0.01 M HEPES pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% v/v Surfactante Tween 20), 
como buffer de corrida y medio de dilución de las muestras. Para el análisis de datos se utilizó el software 
OriginLab 8.6. Las muestras fueron analizadas, utilizando como blanco MP sin Suero Fetal Bovino. El 
tiempo de disociación utilizado fue 100 segundos para encontrar el mínimo de dispersión de la muestra y 
asegurar una buena señal. 
 
En cada uno de los sensorgramas obtenidos, se marcaron los tiempos de asociación y unión para 
posteriormente realizar los análisis de cuantificación. Cada ensayo de unión se realizó por duplicado. Los 
datos fueron interpolados en las curvas de calibración para cada uno de los factores (Bustos et al., 2013) 
y posteriormente analizados y graficados con OriginLab 8.6. 
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Figura 4-5. Procedimiento de lectura en el biosensor 
 
 
1
•Preparar las muestras a temperatura ambiente
•Diluir la muestra (1:2) en buffer HBS.
•Centrifugar 2 minutos a 2000 rpm para eliminar burbujas
2
•Inyectar 90 µL de muestra diluída a 60 µL/min en el modo de KINJECT en el 
canal específico de cada factor
3
•Asociación y lectura de los datos de unión
•Disociación
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5. Resultados y discusión 
5.1 Observación microscópica 
 
5.1.1. Evaluación de la viabilidad celular mediante MTT 
Las imágenes presentadas en la Figura 5-1, demuestran que las células se encontraban 
metabólicamente activas (viables) al momento de salir del reactor, debido a que redujeron el MTT 
y fue evidente la formación de Formazán (coloración púrpura adquirida por las células). La 
presencia de células aparentemente distribuidas en todo el soporte, sugiere que el ambiente 
dinámico proporcionado por el biorreactor favoreció la formación uniforme de tejidos. Las 
imágenes mostradas insinúan que hay mayor crecimiento celular en condiciones de hipoxia que en 
condiciones de normoxia. 
 
Figura 5-1. Ensayo de viabilidad. Soportes cultivados en condiciones de hipoxia (Panel A) y normoxia (Panel 
B), tratados con MTT y observados con un microscopio de luz invertido (Nikon Eclipse TS100, Japan). 
 
 
B A 
100µm 100µm 
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5.1.2. Presencia celular en el soporte y distribución celular 
 
CyQUANT® 
Después de comprobar la viabilidad celular, se realizó tinción del ADN celular presente en el tejido artificial 
obtenido en el biorreactor. Aunque este procedimiento es utilizado para cuantificaciones de DNA, en este 
ensayo solo se usó para observar la distribución de los fibroblastos dentro del soporte. La Figura 5-2 
muestra imágenes obtenidas utilizando esta tinción, que evidencian la presencia de fibroblastos dentro 
del soporte. 
  
Figura 5-2 Tejidos tejidos teñidos con Cyquant. Imágenes de microscopia de cortes de tejidos 
provenientes de la parte superior del biorreactor, obtenidos en condiciones de hipoxia (Panel A) y 
normoxia (Panel B), tomadas al día 14. Objetivo 10x (Nikon Eclipse TS100, Japan) 
 
 
Tinción con otros fluorocromos 
La Figura 5-3 muestra imágenes de microscopía confocal del tejido artificial obtenido en hipoxia y 
normoxia y del soporte sin células, teñidos con fluorocromos. Las fibras de colágeno autofluorescen 
de color verde y los núcleos de los fibroblastos se pueden ver de color azul, asociados a las fibras 
de colágeno. Las imágenes obtenidas del tejido artificial sugieren que hay una mayor cantidad de 
células en los tejidos obtenidos en condiciones de hipoxia que en los obtenidos en normoxia, 
reafirmando lo encontrado cuando se observó el tejido teñido con MTT (Figura 5-1, Panel A). Otros 
investigadores han demostrado en ensayos de actividad proliferativa de fibroblastos dermales 
humanos in vitro, un aumento de un 71% en la velocidad de proliferación de estas células, después 
de 72horas de exposición a 1% de oxígeno (Tandara & Mustoe, 2004). 
 
 
A B 
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Figura 5-3. Fotografía del tejido artificial producido bajo las condiciones de aireación, teñido con 
fluorocromos sin filtro para rondamina (rojos). Objetivo 10x (microscopio confocal Nikon C1Plus ECLIPSE 
Ti). Hipoxia (Panel A), Normoxia (Panel B). Soporte de colágeno I sin sembrar como control (Panel C). 
 
Los datos de los ensayos de viabilidad y tinción con Cyquant® indican que los fibroblastos 
sembrados en los soportes y cultivados dinámicamente en el biorreactor durante 14 días, se 
mantienen vivos y se distribuyen a través del soporte. Estos resultados corroboran los reportados 
por Díaz J.F (2008) y Casadiegos (Casadiegos, 2010; Diaz Quiroz, 2008), quienes obtuvieron tejido 
artificial en el biorreactor bajo condiciones de normoxia incubando durante 14 días. 
 
5.1.3. Medición de compuestos secretados por el tejido artificial en 
el medio 
 
5.1.3.1. Cuantificación de glucosa 
 
Durante la primera semana de cultivo no se tomaron muestras del medio para determinar 
concentración de glucosa, ya que el interés era hacer seguimiento del consumo de esta fuente de 
carbono durante el periodo en que se evaluó la actividad secretoria del cultivo artificial. Después 
A B 
C 
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de cambiar el medio al séptimo día, se inició el monitoreo de su utilización. La Figura 5-4 muestra 
que la concentración de glucosa disminuyó en función del tiempo, indicando su consumo por parte 
de las células. Con la disminución observada se comprueba lo observado en MTT, es decir, que las 
células estaban metabólicamente activas, ya que se observa una disminución en la concentración 
de glucosa en ambos sistemas de aireación a través del tiempo Aunque la tendencia a aumentar el 
consumo de glucosa en el cultivo de normoxia, respecto al de hipoxia, la mayor dispersión de los 
datos obtenidos en normoxia permite sugerir que entre los días 8 a 11, el consumo de glucosa fue 
similar en los dos cultivos. Este comportamiento era esperado, teniendo en cuenta el estudio 
previo de Casadiegos (2010), en que demostró que cultivos con aireación superficial, que 
presentaban hipoxia en el medio, el consumo de glucosa era reducido respecto al cultivo aireado 
por microdispersión. Este bajo consumo de glucosa en hipoxia no se correlaciona con los resultados 
de los análisis microscópicos que sugieren mayor cantidad de células en los tejidos crecidos en 
hipoxia; sin embargo, concuerda con reportes que señalan que muchas células primarias cambian 
su metabolismo para adaptarse a bajas concentraciones de oxígeno a un metabolismo 
economizador de oxígeno (Baracca, Sgarbi, Padula, & Solaini, 2013; Volkmer et al., 2008). El 
conjunto de datos obtenidos en el trabajo que acá se presenta puede indicar que los fibroblastos 
habrían adaptado su metabolismo para sobrevivir en condiciones hipóxicas y que podrían estar 
consumiendo otros nutrientes en el medio para sobrevivir. 
 
 
Figura 5-4.Consumo de glucosa en condiciones de hipoxia y normoxia 
 
 
5.1.3.2. Cuantificación de lactato 
 
El lactato en la muestra se encontraba en concentraciones muy bajas, ya que al hacer los análisis 
iniciales se encontraron datos que estuvieron por debajo de la zona de linealidad de la curva patrón. 
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Por lo tanto, se decidió concentrar el medio por liofilización (6,7 veces) partiendo de un volumen 
de 20mL y realizar un único análisis al día 7. Las concentraciones encontradas fueron 0.94mg/mL 
(hipoxia) y 29.4276 mg/mL (normoxia). La concentración de lactato encontrada en el medio 
proveniente del biorreactor operado en condiciones de hipoxia al día 7 está en los rangos 
considerados normales en capilares sanguíneos, es decir, entre 0. 5 y 2 mg/mL (Cruces, 2014). 
Aunque la concentración encontrada en el medio obtenido en normoxia está muy lejos de este 
rango, en caso de utilizar el medio de normoxia para cierre de heridas, no habría problema con el 
exceso, ya que el lactato pasa fácilmente a la sangre y puede utilizarse en la síntesis de glucosa 
(ciclo de Cori) o permanecer en la célula hasta que se establezcan condiciones aeróbicas (Guevara 
et al., 2010), que en el caso de cierre de heridas es cuando inicia la vascularización (Gordillo & Sen, 
2003). 
Por otra parte, es necesario mencionar que altas concentraciones de lactato mostraron 
disminución en la proliferación celular independiente de la concentración de oxígeno a las que 
estuvieran sometidas las células (Siddiqui et al., 1996), lo que ayudaría a explicar en parte la 
aparente menor cantidad de células presentes en normoxia. 
 
 
Figura 5-5. Absorbancia de las muestras y los patrones a 550nm, lactato respecto al logaritmo de la 
concentración 
 
5.2 Cuantificación de factores de crecimiento y citoquinas 
secretados al medio 
 
Parte del interés de esta tesis fue conocer los factores secretados por los dos tipos de tejidos 
evaluados a partir del día 7 de cultivo, ya que el tejido artificial producido en el biorreactor, que se 
utiliza como injerto en heridas, se extrae este día. Para ello los factores cuantificados se agruparon 
R² = 0.9995
0,000
0,100
0,200
0,300
0,400
0,500
0,600
0,700
0,800
0 0,5 1 1,5 2
A
b
so
rv
an
ci
a
Logaritmo de la concentración
patrón
hipoxia
normoxia
Resultados y discusión  30 
 
 
dependiendo del proceso fisiológico con el que se han asociado, y de las condiciones de 
concentración de oxígeno (hipoxia o normoxia) en que fueron obtenidos los medios. 
 
La Figura 5-6 muestra los factores angiogénicos detectados y cuantificados en los medios de cultivo 
provenientes de los biorreactores operados en hipoxia y normoxia, comparados en la misma escala 
relativa. En el Panel A se pueden observar las concentraciones detectadas en hipoxia; como se ve, 
la secreción simultánea de los cuatro factores que intervienen en angiogénesis solamente ocurrió 
en el día 8 de cultivo. La Angiopoyetina-2 fue detectada todo el todo el tiempo, excepto en el último 
día, y de este grupo fue el factor que se secretó en mayor concentración. Tanto en hipoxia como 
normoxia el VEGF y su receptor, VEGFR-2, fueron los que se secretaron en menor cantidad de estos 
cuatro factores que intervienen en la angiogénesis, además, no se expresan simultáneamente 
todos los días: mientras que el primero se secretó los 7 días (Figura 5-7, Panel A), el segundo solo 
fue detectado en dos. Concentraciones de Tie-2 fueron detectadas en 4 de los 7 días en que se 
evaluó la secreción. 
 
 
 
Figura 5-6. Graficas globales de secreción de Factores considerados Angiogénicos, VEGF, VEGFR-2, Ang-2 
y Tie-2, secretados en hipoxia (Panel A) y normoxia (Panel B). 
 
En normoxia (Panel B), se encontró y cuantificó Ang-2 en los medios tomados durante los días 8 a 
13 de cultivo, que fueron los mismos días en que este compuesto fue detectado en hipoxia. Del 
mismo modo, fue el factor secretado en mayor concentración; sin embargo, los días en que se 
observaron las concentraciones altas en normoxia no coincidieron con los días de mayor expresión 
en condiciones de hipoxia. El VEGF y su receptor (VEGFR-2) no se expresaron simultáneamente; el 
primero se secretó los 7 días y el segundo en ninguno. Tie-2 fue detectado en 4 de los 7 días, pero 
son distintos en los dos sistemas, normoxia e hipoxia. 
 
La angiogénesis es un proceso que depende del balance establecido entre diferentes factores, 
siendo posible que se requiera la regulación simultanea de ellos (Maisonpierre et al., 1997). En el 
caso particular de los factores estudiados, el control de sus concentraciones en los medios usados 
A B 
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terapéuticamente es crítico para asegurar un efecto angiogénico que estimule la regeneración de 
los tejidos en las zonas en que se aplica, sin generar efectos indeseados, por lo que sería interesante 
evaluar la conveniencia de la aplicación de los medios obtenidos en los días en que no se expresa 
Tie-2 (hipoxia: 10, 11 y 14; normoxia: 8, 13 y 14). 
 
La Figura 5-7 muestra las gráficas de los factores que intervienen en agiogenesis, obtenidas al 
comparar las concentraciones de cada factor en hipoxia y normoxia, durante la ventana de 
observación. VEGF se expresó en condiciones de hipoxia 24 horas después de que el medio inicial 
(MI) del biorreactor fuera cambiado por el medio de producción (MP); mientras que en condiciones 
de normoxia, solo se detectó transcurridas 48 horas del cambio (Día 9 de cultivo). En hipoxia, la 
menor secreción fue observada en los días 9 y 12 de cultivo, y la mayor ocurrió el día 8, es decir, el 
momento después del cambió de medio, y el momento en que se establecieron condiciones 
hipóxicas, lo cual coincide con lo descrito por otros autores acerca de que la expresión de VEGF es 
inducida por hipoxia (Ferrara, 2004). En normoxia, la menor secreción fue detectada en el día 11 
de cultivo (4 días después del cambio al MP) y la mayor secreción en el día 14 (7 días después del 
cambio al MP). La síntesis y secreción de VEGF por parte de los fibroblastos orales que constituyen 
el tejido artificial incubado en el biorreactor, indica que estos conservan el potencial de inducir 
angiogénesis. Aunque se ha considerado que el VEGF es secretado por las células endoteliales, que 
son las que directamente intervienen en la vasculogénesis y angiogénesis, su secreción por parte 
de fibroblastos también ha sido demostrada por otros autores (Coppe, Kauser, Campisi, & 
Beausejour, 2006). 
 
En las dos condiciones de aireación evaluadas en esta tesis, se observó que hay alternancia entre 
el aumento y la disminución de la secreción del VEGF. La variación diaria en la concentración del 
VEGF secretado por las células que hacen parte del tejido artificial, impide establecer una relación 
entre su secreción y el tiempo de cultivo en el biorreactor. En consecuencia, los medios producidos 
en el biorreactor deben ser analizados para detectar qué otros factores se producen y en qué 
concentración antes de ser usados como agentes terapéuticos. 
 
El receptor 2 del Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGFR-2), solo fue detectado en el 
medio de cultivo obtenido en condiciones de hipoxia en los días de cultivo 8 y 11; mientras que, en 
condiciones de normoxia el receptor no se secretó. Lo anterior indica que los fibroblastos 
sembrados en los soportes de colágeno I e incubados dinámicamente están expresando su 
isoforma soluble. Vale la pena resaltar, que en este trabajo no se hicieron experimentos dirigidos 
a detectar y cuantificar la isoforma del VEGFR-2 que se expresa asociada a la membrana celular. 
Debido a que la señalización mediada por VEGFR-2 puede modular tanto angiogénesis como 
respuesta tumoral (Chatterjee et al., 2013), se deben realizar estudios preclínicos en un modelo 
animal en que los medios producidos en el biorreactor se puedan aplicar, y de esta manera evaluar 
su seguridad y eficacia antes de ofrecer una terapia basada en la aplicación directa de medios 
provenientes de cultivos celulares, relacionando el tiempo de incubación transcurrido hasta la 
toma del medio, los factores con actividad biológica presentes y el efecto farmacológico de su 
aplicación. 
Resultados y discusión  32 
 
 
 
Figura 5-7. Factores de crecimiento angiogénicos: VEGF (Panel A), VEGFR-2 (Panel B), Ang-2 (Panel C) y 
Tie-2 (Panel D). 
 
La secreción de angiopoyetina-2 (Ang-2) en función del tiempo, en condiciones de normoxia fue 
mayor que en condiciones de hipoxia, excepto en el día 11 donde se observó su nivel más bajo de 
secreción. En general la concentración de este factor en normoxia mostró tendencia a disminuir en 
función del tiempo de cultivo; sin embargo, esta disminución no fue constante lo cual sugiere que 
su secreción depende de muchos otros factores como ocurrió cuando se evaluó la secreción de 
VEGF y VEGFR-2. En condiciones de hipoxia, los niveles secretados de Ang-2 en el día 8 de cultivo 
disminuyen en el noveno día y se incrementan en el décimo día, momento en que se detecta la 
máxima secreción. Luego, la secreción disminuye hasta no ser detectada en el último día de cultivo. 
 
En todos los tiempos evaluados, la concentración de Tie-2 en los medios de los cultivos realizados 
en normoxia fue mayor que en los medios obtenidos en el biorreactor operado en hipoxia. Al igual 
que los otros factores hasta ahora discutidos, los niveles de secreción fluctuaron diariamente en 
las dos condiciones de cultivo evaluadas. En el medio obtenido en normoxia en los días 9 y 10 se 
vio un aumento que fue seguido por una disminución durante los días 11 y 12; en el día 13, no fue 
posible detectar Tie-2. Aunque este factor no fue secretado en condiciones de normoxia en los días 
8 y 13 de cultivo, si fue detectado en los medios del biorreactor operado en hipoxia. 
 
En general las cuantificaciones de los factores que regulan angiogénesis evaluados, muestran que 
en condiciones de normoxia Ang-2 empieza a secretarse antes de su antagonista Tie-2 (Receptor 
de Ang-1) y que este último se secreta en concentraciones mucho menores que la primera. En 
hipoxia las concentraciones de Ang-2 también fueron mayores que las de Tie-2 y no siempre estos 
dos factores fueron secretados simultáneamente o nunca fueron secretados. 
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La expresión simultanea de Ang-2, Tie-2 y VEGF durante casi todos los días de cultivo, puede ser el 
resultado de señales que reciben los fibroblastos al no ser parte del tejido nativo, lo cual los induce 
a secretar factores que promueven la formación y el crecimiento de vasos sanguíneos. Su 
coexistencia es beneficiosa para la aplicación terapéutica de los medios de cultivo, ya que puede 
promover la revascularización y prevenir el crecimiento no controlado de las células (Lobov et al., 
2002; Maisonpierre et al., 1997). Un panorama más amplio podrá ser obtenido, cuando el grupo 
avance en la cuantificación de todos los factores angiogénicos secretados por los fibroblastos al 
medio de cultivo. 
 
Puesto que la producción de VEGF no se incrementó considerablemente, no se considera que el 
biorreactor estuviese en condiciones de hiperoxia, ya que en modelos de heridas tratados con 
terapia de oxígeno hiperbárico (Sheikh et al., 2000). 
 
La Figura 5-8 muestra las concentraciones de los factores de crecimiento que modulan formación 
de matriz extracelular, comparados en la misma escala, tanto en hipoxia (Panel A) como en 
normoxia (Panel B). La secreción simultánea de los cuatro factores solo ocurrió en el día 13 de 
hipoxia y en el día 10 de normoxia. El EGF fue detectado todos los días en los medios obtenidos en 
hipoxia y su concentración, tanto en hipoxia como normoxia, fue la mayor. El Factor de Crecimiento 
Insulínico I (IGF-I) y el TGF- β1 fueron detectados casi todos los días, excepto el día 8 y 12, 
respectivamente, mientras que el bFGF solo se secretó en el día decimotercero. En normoxia, IGF-
I se detectó siempre, a diferencia de TGF-β1 que solo se expresó el décimo día. Excepto en el día 
12, EGF fue secretado todos los días. 
 
 
Figura 5-8. Factores de crecimiento IGF-I, bFGF, EGF y TGF-β1, detectados en Hipoxia (Panel A) y 
normoxia (Panel B). 
 
La Figura 5-9 muestra la comparación entre hipoxia y normoxia de cada uno de los factores de la 
figura anterior. Las concentraciones detectadas de IGF-I en las dos condiciones de oxígeno 
utilizadas fueron bajas (en el orden de los nanogramos) y su producción permaneció en los mismos 
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niveles excepto en los día 10 y 13 de hipoxia, cuando aumentaron en un orden de magnitud. Estos 
resultados son interesantes, ya que se ha reportado que in vivo los niveles de IGF-I aumentan en 
respuesta a terapia de oxígeno hiperbárico en úlceras de pie diabético (Aydin et al., 2013). 
 
 
 
Figura 5-9. Factores de crecimiento que modulan la MEC IGF-I (Panel A), bFGF (Panel B), EGF (Panel C) y T
GF-β1 (Panel D). 
 
Las concentraciones de bFGF presentes en los medios estudiados, también estuvieron en el orden 
de los nanogramos. Este factor solamente se pudo cuantificar en los medios obtenidos en normoxia 
en los días 10, 11, 13 y 14 de cultivo; mientras que en hipoxia, solo fue detectado en el día 13. Esta 
observación coincide con las de otros autores que han encontrado que bajas tensiones de oxígeno 
aumentan el crecimiento de los fibroblastos (Balin & Pratt, 2002; Siddiqui et al., 1996). 
Considerando el importante efecto de proliferación del bFGF sobre estas células, sería interesante 
determinar si su poca secreción en hipoxia está afectando la tasa de crecimiento de los fibroblastos 
en los tejidos incubados en el biorreactor operado en estas condiciones; sobre todo, teniendo en 
cuenta que fue en hipoxia donde hubo mayor proliferación celular. Además del efecto mitogénico, 
el bFGF es un poderoso quimioatractante de fibroblastos (Espinosa, 2011; Feliciani et al., 1996), 
queratinocitos (Tsuboi, Sato, Shi, & Ogawa, 1992) y células endoteliales (Ferrara, 2004; McAvoy & 
Chamberlain, 1989); también, está implicado en la formación, recambio y regeneración de la MEC 
(Sato & Rifkin, 1988); por esta razón, su presencia en el medio puede ser importante ya que en el 
proceso normal de reparación de heridas, después de la etapa inflamatoria, alrededor de las 72 
horas, comienza la formación de nuevo tejido. Lo cual, requiere la proliferación y migración celular 
tanto de fibroblastos y queratinocitos, que ayudadas por neutrófilos y macrófagos, son los células 
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encargadas de recambiar la matriz de fibrina provisional por tejido de granulación (Gurtner et al., 
2008). 
 
Ha sido reportado que la presencia simultánea del bFGF y del IGF-I aumenta la actividad biosintética 
de los condrocitos y la acumulación de glicosaminoglicanos (GAG) (Gooch et al., 2001; Veilleux & 
Spector, 2005). También, ha sido descrito que la combinación de estos dos factores parece mejorar 
la curación de ligamentos (Molloy, Wang, & Murrell, 2003). Por lo anterior, los medios obtenidos 
en normoxia durante los días 10, 11, 13 y 14 y en hipoxia el día 13, pueden ser útiles en el 
tratamiento de lesiones condrales y lesiones de ligamento. 
 
De todos los factores evaluados el EGF fue el que más se secretó en hipoxia, lo que coincide con lo 
reportado por otros autores (Carpenter & Cohen, 1979). Este hecho se debe tener en cuenta al 
establecer posibles usos terapéuticos de medios obtenidos en hipoxia, ya que aplicar 
concentraciones altas de este factor en heridas puede favorecer la formación de cicatriz, Sin 
embargo, también es importante notar que independiente de la concentración en que se 
encuentre, su presencia favorece la migración de las células del lecho de la herida hacia la zona en 
reparación (Kong, Majeska, & Vazquez, 2011). Al igual que los otros compuestos que se encuentran 
en los medios evaluados, la determinación de sus beneficios demanda la realización de estudios 
preclínicos y clínicos que permitan establecer sus efectos terapéuticos. 
 
Como se esperaba, el TGF-β1 está presente casi todos los días en los medios provenientes del 
biorreactor operado en condiciones de hipoxia (Falanga et al., 1993; Siddiqui et al., 1996), 
presentando un máximo de secreción en el día 13 de cultivo, que fue el único día en que se 
cuantificó bFGF en los medios obtenidos en hipoxia. En normoxia, el TGF- β1 solo fue detectado en 
el décimo día. Como sucedió con IGF-I y bFGF, las concentraciones encontradas estuvieron en el 
orden de los nanogramos. Puesto que TGF- β1 es conocido por su regulación negativa de la 
reepitelización (Gurtner et al., 2008), la producción de moléculas de MEC en fibroblastos (Falanga 
et al., 1993) y por su papel en la contracción de las heridas durante su cierre (Martinez-Ferrer et 
al., 2010), establecer su presencia y cuantificar las concentraciones en que se encuentra es 
importante para entender los resultados, exitosos o no, de aplicar los medios condicionados en el 
tratamiento de diferentes tipos de heridas. Lo anterior, debido a que altas concentraciones de TGF- 
β1 inducen la formación de tejido fibroso (Branton & Kopp, 1999) y a que la actividad profibrótica 
de este factor podría ser potenciada por otros factores presentes en el medio de cultivo. 
 
En general los datos provenientes de las cuantificaciones de los factores de crecimiento que 
regulan procesos de recambio y deposición de matriz extracelular, muestran que los máximos de 
su secreción son diferentes en normoxia y en hipoxia. Además, refuerzan lo expuesto cuando se 
discutió la presencia en los medios de cultivo de los factores que modulan angiogénesis, sobre 
cualquier aplicación terapéutica de los mismos, ya que además de conocer qué factores y en qué 
concentraciones se encuentran en los medios, es necesario correlacionar estos datos con 
resultados en estudios preclínicos de su aplicación, en los que se haya tenido en cuenta la variación 
diaria del perfil de secreción. 
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La Figura 5-10 muestra la comparación en la misma escala de las dos citoquinas anti y pro- 
inflamatorias evaluadas, en hipoxia (Panel A) y en normoxia (Panel B). Se observa que en 
condiciones de hipoxia la IL-4 solo fue detectada en los días 8,9, 12 y 13, mientras que el TNF-α fue 
detectado todos los días. El orden de magnitud de las concentraciones de ambas citoquinas fue el 
mismo tanto en hipoxia como en normoxia. En normoxia, la IL-4 se secretó durante los días 9 a 12 
y el TNF-α no se detectó ni el día 9 ni en el 14. En este caso, la producción de TNF-α los días 12 y 13 
fue mucho mayor que la de IL-4. 
 
 
 
Figura 5-10. Citoquinas detectadas en hipoxia (Panel A) y normoxia (Panel B). 
 
Al observar los perfiles de secreción de las dos citoquinas evaluadas en los medios obtenidos en 
normoxia, se observa que durante el periodo de tiempo evaluado las cantidades secretadas de TNF-
α fueron mayores que las de IL-4, excepto en el día 11 de cultivo. Un fenómeno similar fue 
observado en los medios provenientes de los cultivos mantenidos en hipoxia, en donde durante 
todo el tiempo la secreción de TNF-α fue mayor. 
 
La comparación de la secreción en hipoxia respecto normoxia de cada una de las citoquinas, 
presentada en la Figura 5-11, muestra que excepto cuando no se secretó (días 8, 13 y 14), las 
concentraciones de IL-4 fueron mayores en normoxia que en hipoxia. Además, que sus máximos 
de secreción se presentaron en los cultivos en normoxia, durante los días 10 y 11 (Panel A). 
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Figura 5-11. Citoquinas: IL-4 (Panel A) y TNF-α (Panel B), anti y pro- inflamatorias, respectivamente. 
 
En los medios provenientes de los cultivos realizados en condiciones de hipoxia, la citoquina 
proinflamatoria TNF-α, fue secretada todos los días; mientras que en normoxia, se encontró en los 
días 8, 10, 12 y 13. La mayor secreción de éste factor fue obtenida en normoxia, especialmente en 
el día 13. En general, la mayor concentración de TNF-α puede estar sugiriendo la permanencia de 
los fibroblastos en un estado pro-inflamatorio durante el cultivo; sin embargo, se debe establecer 
si éste estado puede ser contrarrestado por IL-4 que secretan las células, teniendo en cuenta, que 
las citoquinas pueden actuar a concentraciones en el orden de nano y picomolar, e interactuar con 
receptores muy específicos (Feliciani et al., 1996). Desafortunadamente, en la revisión hecha no se 
encontraron muchos estudios en los que se evalúe la influencia de la concentración de oxígeno en 
el medio en la expresión de IL-4 en cultivos bi o tridimensionales de fibroblastos. 
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CONCLUSIONES 
 El tejido conectivo obtenido en el biorreactor, independientemente de la concentración de 
oxígeno empleada, es viable y exhibe distribución homogénea de las células que lo 
conforman. 
 El consumo de glucosa en el biorreactor hipóxico fue menor que en el biorreactor en 
condiciones de normoxia. 
 La cantidad de lactato en ambos medios es muy baja, aún después ser concentrados. 
 En los medios obtenidos en las dos condiciones de operación del biorreactor evaluadas, no 
se observaron correlaciones entre la producción de lactato, los perfiles de secreción de 
factores y el consumo de glucosa. 
 Con este estudio el biorreactor ha demostrado su capacidad de producir medios 
condicionados, en gran volumen (1.1L), con potencial de modular angiogénesis (Ang-2, 
VEGF, VEGFR-2 y Tie-2), inflamación (IL-4, TGF y TNF-α), mitogénesis y proliferación celular 
(bFGF e IGF-I), regulación de la producción y remodelación de la MEC, además de la 
producción de tejido de granulación, disminución de la reepitelización y producción de 
colagenasas (TGF-β1 y EGF). 
 La no detección o disminución de varios factores en el transcurso de los días en vez de su 
acumulación o desaparición progresiva, sugiere que estos factores pueden estar siendo 
consumidos o degradados por las células o ser inestables en las condiciones de cultivo. 
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RECOMENDACIONES 
 Se recomienda desarrollar la metodología del biosensor para que se puedan detectar otros 
factores de crecimiento, citoquinas y quimoquinas, para tener un perfil de secreción más 
claro, a fin de decidir si los medios condicionados producidos podrían resultar útiles en el 
cierre de heridas. 
 El siguiente paso de este trabajo sería realizar una prueba piloto en animales, utilizando los 
medios obtenidos en los diferentes días de cultivo, evaluando concentrados del mismo, 
para observar si alguno muestra potencial en el cierre de heridas, sin generar cicatriz. 
 Una vez identificados medios con potencial regenerativo, se podría realizar estudios más 
detallados en animales, utilizando un soporte de colágeno I, para atraer monocitos y 
macrófagos que para que participen en las etapas iniciales de cierre de heridas. 
 Estudiar la estabilidad (vida media) de los factores presentes en los medios condicionados 
con el fin de establecer cuanto tiempo después de producidos, son activos para su uso en 
pacientes. 
 Se debe estudiar que metodología sería la más conveniente al momento de utilizar el 
medio para cierre de heridas. 
 Se recomienda, para futuros trabajos en el biorreactor, cuantificar la cantidad de células. 
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Anexo A. Biorreactores en ingeniería de tejidos  
(Martin et al., 2004) 
Desde hace mucho se ha sabido que el 
(suplemento) de oxígeno y nutrientes 
solubles se vuelve una limitación crítica para 
el cultivo de tejidos 3D in vitro. Las 
limitaciones de transferencia de masa 
extremas pueden ser reducidas al cultivar 
constructos en un tanque agitado (1A). Este 
es uno de los biorreactores más básico e 
induce la mezcla de oxígeno y nutrientes a 
través del medio. 
Un flujo laminar dinámico se genera al rotar 
un ambiente fluido como una alternativa 
eficiente para reducir limitaciones de 
difusión de nutrientes y desperdicios 
mientras se producen bajos esfuerzos de 
corte (1B). La eficiencia de este biorreactor 
de paredes rotadas ha sido demostrada 
usando condrocitos, células cardiacas y 
varias células tumorales. 
Existen también biorreactores que 
perfunden el medio a través o alrededor de 
fibras huecas semi-permeables y ha sido 
probado exitosamente para mantener la función de células altamente metabólicas, como 
hepatocitos (1C), o a través de los poros de un constructo, permitiendo el crecimiento, 
diferenciación y deposición de la matriz mineralizada de células de hueso (1D). Una adaptación de 
los biorreactores de perfusión es por ejemplo el caso de las células que necesitan fuerzas mecánicas 
específicas como la síntesis de Glicosaminoglicanos (GAG) y acumulación de condrocitos sobre 
cartílago (1E). 
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